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Proc^dS de fabrication de compost comprenant ua groupement hydroxyle libra et 
un groupement hydro)^le protege par une fonction ester 
par reaction en^matlque 

5 

La pr6sente invention concerne un precede de fabrication d'un compose 
comprenant un groupement hydroxyle libre et un groupement hydrojQ^le prot§g§ 
par une fonction ester par reaction enzymatique en utilisant une lipase de la 
10 classe EC 3.1.1.3. La pr^sente invention concerne egalement I'utilisation de ce 
compost comme Interm^iaire pour la fabrication de medicaments et de produits 
pharmaceutiques. 

Les synthons chiraux comprenant un groupement hydroxyle libre et un 
groupement hydroxyle protdg^ par une fonction ester sont particulidrement 
IS int^ressants pour la syntii§se asymetrique de produits pharmaceutiques. Ainsi, 
les synthons chiraux du type 1-ac6toxy-4-hydroxycyclopent-1-§ne sont 
partlculi^rement utilises comme pr6curseur des prostaglandines, des. 
prostacyclines et des thromboxanes. 

II existe notamment dans I'art anterieur plusieurs precedes developp^s pour la 
20 preparation de composes monoacetate S et/ou R enantiomeriquement purs par 
catalyse enzymatique de la reaction de monoac^lation par des enzymes d'origine 
animate principalement Par exemple. la pancreatine, une enzyme provenant de 
panareas du pore, catalyse la reaction de monoace^ation du 1,4- 
dihydroxycyclopent-2-ene pour la fabrication de composes monoacetate S 
25 enantiomeriquement purs. 

Toutefois, les autorites nationales reglementaires souhaitent a terme eiiminer 
I'utilisatien de produits d'origine animate pour la fabrication de medicaments et 
des produits pharmaceutiques, pour des raisons de securites medicales. II existe 
done un besoin de developper des precedes de fabrication d'intermediaires 
30 chiraux pharmaceutiques en utilisant des enzymes qui ne sont pas d'origine 
animate. 
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Par ailleurs, il exists egalement un besoin de mettre en Evidence des enzymes 
efficaces, notamment d de faibles quantit6s, permettant d'obtenir une bonne 
sdiectivitd des synthons chiraux souhaitSs. 

II exists dans I'art antSrieur des proc§d§s de febrication de synthons chiraux 
5 6nantiom6riquement purs utilisant des enzymes d'origines v6g6tales ou 
microbiennes. Toutefbis. la plupart de ces proc§d§s droits sont difflcilement 
transposables ^ I'^chelle industrielle. II est dont tr§s int§ressant de disposer d'un 
proc§d6 industriei pemnettant d'acc^der aux synthons chiraux 
6nantiom6riquement purs souhait§s. 
10 La pr^sente invention concerns un nouveau proced§ de fabrication de synthons 
chiraux comprenant un groupement hydro^le llbre et un groupement hydroxyle 
prot^§ par une fonction ester, en utilisant une lipase provenant des bactdries 
Gram-ndgatif Alcaligenes spp. 

Le proc§d§ de fabrication consiste en une transest6rification enzymatique d'un 
15 compose diol par une lipase et un agent d'acylallon, par exemple, de la manidre 
suivante : 




(I) 



(III) 



+ 




(IV) 



L'utilisation de la lipase permet ainsi d'obtenir une reaction de transest6rification 
du compost (I) avec des performances supSrieures d celles obtenues avec une 
20 enzyme d'origine animate, avec des quantit^s nettement plus faibles. 
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A partir du c»mpos6 de formule (II) de I'invention II est possible de fabriquer des 
medicaments et produits pharmaceutiques en utilisant ce compost comme 
Intemn^diaire. 

La pr6sente invention a pour premier objet un proc^§ pour la fabrication d'un 
S compost de formule (II) : 



dans lequel : 

R est une liaison covalente ou une chalne hydrocarbon6e comprenant de 1 
k^0 atomes de carbone ; prdf^rentiellement de 1 a 5 atomes de carbone ; 
10 - R^ est un groupe hydrocarbon^ comprenant de 1 a 10 atomes de cartxine ; 
pr^ferentiellement de 1 a 6 atomes de carbone ; 

R^ correspond a un atome d'hydrog^ne ; n est un nombre entier compris 
entre 0 et 2, c'est d a dire 0, 1 ou 2 ; 



X est un atome choisi dans le groupe comprenant : le carbone, I'azote, 



avec un agent d'acylation dans un solvant organique en presence d'une lipase 
de la classe EC 3.1.1.3 du genre (genus) Alcaligenes spp, de fagon a fomier le 
20 compos6 de formule (II) ; 

b) on isole le compose de formule (II). 

La presente invention a egalement pour objet un compos§ de formule (II) 
susceptible d'etre obtenu par le proc§d§ tel que decrit pr6cedemment. La 




R 



15 I'oxyg^ne, et le soufre, prefdrentiellement le carbone ; 
comprenant au moins les Stapes sulvantes : 
a) on fait rdagir au moins un compos6 de formule (I) : 
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pr6sente invention a aussi pour objet une composition susceptible d'etre obtenue 
par le precede tel que d§crit pr§c6demment. 

Les lipases utilisdes selon I'invention sent des lipases de la classe EC 3.1.1.3 du 
genre (genus) Alcaligenes spp. Le genre Alcaligenes spp, de la famille 
5 Alcaligenacae comprend plusieurs esp§ces, telles que par exemple : Alcaligenes 
aestus, Alcaligenes aquamarinus, Alcaligenes cupidus, Alcaligenes defragrans, 
Alcaligenes denitrificans, Alcaligenes eutrophus, Alcaligenes faecalis, Alcaligenes 
latus, Alcaligenes pacificus, Alcaligenes paradoxus, Alcaligenes piechaudii, 
Alcaligenes ruhlandii, Alcaligenes venustus, Alcaligenes xylosoxidans. 
10 On peut utiliser selon le procede de I'invention differentes lipases conformes d 
rinvention. 

Les lipases de invention peuvent 3tre obtenues a partir de culture d' Alcaligenes 
spp. Les conditions de culture peuvent verier en fonction du type de souche 
utilisdes. II est recommande de choisir ces conditions de fagon d produire les 
IS lipases de la manii^re la plus avantageuse possible. La temperature de culture 
est generalement comprise entre 5 et SO^'C. La periode de culture est 
generalement comprise entre 1 et 10 jours. 

La recuperation des lipases d'Alcaligenes spp peut etre realis^e de differentes 
mani§res bien connues de i'homme du metier. II est par exemple possible de 

20 proceder d une separation des bacteries et du milieu de culture, notamment par 
centrifugation ou filtration, et ensuite proceder a une purification des lipases. Par 
exemple, la purification des lipases peut etre realisSe par precipitation, 
lyophilisation, chromatographie echangeuse d'ions, immuno-affinite d Taide 
d*anticorps mono- ou polyclonaux specifiques, et/ou dialyse. On peut dgalement 

25 recueillir les lipases 6' Alcaligenes spp par destruction des bacteries, par exemple 
par sonication et recuperation du broyat, ou par une lyse enzymatique des parois 
cellulaires. Les lipases de I'invention peuvent notamment etre purifiees § partir 
des souches d'Alcaligenes spp par ajout de sels, en utilisant par exemple du 
sulfate d'ammonium, passage dans une chromatographie echangeuse d'ions et 

30 ensuite filtration sur gel. 
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II est bien entendu que des Upases natureiies, synthetiques mut^es, chimeriques 
et/ou recomblnantes provenant d'Aicaligenes spp peuvent etre utilis§es dans le 
proc6d§ selon I'invention, dans la mesure ou leur activity de transestSriflcation 
vis ^ vis des substrats de Tinvention est conservde, voir amelior§e. Ainsi, des 
5 lipases mutees d'AlcaBgenes spp exprimSes par d'autres micro-organismes ou 
produites par synthase chimique sont 6galement concemees par la prdsente 
invention. 

Pr6f§rentiellement, les lipases d'Alcallgenes spp utilis^es selon I'invention 

permettent d'obtenir les parametres suivants : 
10 - Excds §nantiom6rique en compos§ (II) sup^rieur ou egal S 50 %, 

pref§rentiellement supdrieur ou ^gal a 70 %, particulidrement superieur ou 6gal ^ 

90 % ; tout particuii^rement 6gal a 100 %. 

S§lectivitd en composes (II) et (III) sup^rieure ou 6ga\e i 2, 

pr§fSrentiellement sup§rieure ou §gale d 2,5, particuli^rement supSrieure ou 
IS dgale a 3,3 ; 

Rendement en compose (II) superieur ou egal d 40 %, pref6rentiellement 
superieur ou egal ^ 50 % ; particuli^rement superieure ou §gale ^ 75 % ; et 

Taux de transformation ou conversion du compose (I) superieur ou §gal d 
70 %, pr§ferentiellement superieur ou 6gal k 90 %, particulierement superieur ou 
20 6gal d 95 %. 

Pour determiner ces parametres, on peut procdder au test suivant : dans un 
rSacteur de 100 mL, on introduit sous agitation 4,21 g (0,0421 mol) de 1,3- 
dihydroxy(yclopent-2-6ne (correspondant au compose (I)), d-apres appeie diol, 
dans 30 mL d'acetone (23.7 g) e temperature ambiante (24-25 'C). Apr6s 

25 solubilisation du 1 ,3-diliydroxycyciopent-2-6ne dans I'acetone, on ajoute 18,08 g 
(0,215 mol; 5 equivalents molaires par rapport au diol) d'acetate de vinyle, puis 
420 pL (10 % en poids par rapport au diol) d'eau demineralisee. La temperature 
du milieu est alors fixee a 5*C. On ajoute 5 % en poids d'enzyme lipase de la 
classe EC 3.1.1.3 6'Alcaligenes spp par rapport au diol. Au bout de 12 heures, on 

30 effectue un preievement de 0.5 mL de milieu reactionnel que Ton centrifuge. 200 
pL sont preieves et dilues dans 800 pL d'acetone avant injection en 
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chromatographie en phase gazeuse chirale. On mesure ensuite les 
caractdristiques mentionnSes pr6cedemment comme explique dans la partie 
expSrimentale. 

Ce test pennet d rhomme du metier de determiner les lipases de la classe EC 
5 3.1.1.3, provenant du genre Alcaligenes spp et/ou leurs fragments qui ont une 
activity conforme d I'invention. 

Pr^ferentlellement, les lipases utilisees selon le precede de I'invention pr§sentent 
une sequence rfacides amines ayant un pourcentage d'homologie sup6rieur ou 
egal d 80 %, notamment 90 %, de preference 95, plus pr§ferentiellement 100 % 

10 avec la sequence d'acides amines de la lipase QL Alcaligenes sp PL-266, 
enregistrSes sous le num^ro FERM-P N^SIST. la prot^ine ayant une activite de 
transestdrification sur les substrats de I'invention. Les lipases utilisees selon le 
I'invention peuvent provenir de sequences nucl^otidiques prSsentant un 
pourcentage d'homologie sup6rieur ou 6gal S 80 %, notamment 90 %, de 

15 preference 95, plus pr6ferentiellement 100 % avec la sequence nuclSotidique du 
gene de la lipase QL 6' Alcaligenes sp PL-266, enregistr^es sous le num^ro 
FERM-P N-3187, la lipase obtenue ayant une activite de transest§rification sur 
les substrats de I'invention. 

II est entendu que le temie homologie se rdfere d la ressemblance partite ou 
20 identity entre les acides amines compares mais aussi d la ressemblance non 
parfaite que Ton qualifie de similitude. Les sequence d'acides amines peuvent 
ditrerer de la sequence de reference par substitution, deletion et/ou insertion d'un 
ou de plusieurs acides amines, de preference d'un nombre reduit d'acides 
amines, notamment par substitution d'acides amines natureis par des acides 
25 amines non natureis ou pseudo-acides amines, § des positions telles que ces 
modifications ne portent pas significativement atteinte a I'activite biologique de la 
proteine. L'homologie est generalement determinee en utilisant un logiciel 
d'analyse de sequence (par exemple. Sequence Analysis Software Package of 
the Genetics Computer Group. University of Wisconsin Biotechnology Center, 
30 1710 University Avenue, Madison, Wl 53705 ; ou BLAST software du National 
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Center for Biotechnology Information, US National Library of Medecine, 8600 
Rockville Pike Bethesda, MD 20894). 

Les sequences d'acldes amines des lipases naturelles, synth§tiques mut^es, 
chimSriques et/ou recombinantes peuvent §tre de la mdme longueur que les 

S sequences de rdfdrence. 

II en entendu selon Tinvention que les lipases de la classe EC 3.1.1.3 peuvent 
provenir des bact6ries du genre 6'AIcaligenes spp. Toutefois, par exemple dans 
le cadre de proc§de industriel de fabrication de ces lipases, il est possible que 
celles-ci soient produite par des cellules h6tes ou par des processus chimiques. 

10 Les sequences nucldotldiques conduisant d la synthase des lipases naturelles, 
synth§tiques mutees, chimeriques et/ou recombinantes peuvent §tre inser6es 
dans des vecteurs d replication autonome au sein de i'hdte choisi, ou des 
vecteurs int^gratifs. De tels vecteurs seront prdpards selon les m§thodes 
couramment utilisSes par I'homme du metier, et les clones en resultant peuvent 

15 §tre introduits dans un hote approprie par des mSthodes standard, telles que par 
exemple r§lectroporation ou la transformation au chloride de calcium, 
polyethylene glycol ou la fusion de protoplastes. Les signaux contrdlanl 
{'expression, ou la sur-expession, des sequences nucieotidiques (promoteurs, 
activateurs, sequences de terminaison...) sont choisis en fonction de I'hdte 

20 cellulaire utilise. Les cellules hdtes peuvent dtre transfectees de maniere 
transitoire ou stable, par ces vecteurs d'expression. Ces cellules peuvent etre 
obtenues par I'introduction dans des cellules hdtes, procaryotes ou eucaryotes. 
Des exemples de cellules hdtes induent notamment des cellules de mammiferes, 
telles que les cellules 293, CMV (cellule de (^omegalovirus), des cellules 

25 d'insectes telles que les cellules derivees d'ovaire de Spodoptera firugiperda ou 
cellules d'embryons de Drosophila melanogaster, des bacteries telles que E. coli, 
B. subtilis et des souches de levures telles que Saccharomyces cerevisiae. 
Les lipases de {'invention peuvent egalement etre produites par synthese 
chimique. A cet effet, on peut recourir e n'importe quelle methode bien connue de 

30 I'homme du metier. Le peptide de t'invention peut par exemple etre synthetise par 
les techniques de la diimie de synthese, telles que la synthese de type Merrifield 
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qui est avantageuse pour des raisons de puret6, de specificlt6 antig^nique, 
d'absence de produits secondaires non desir§s et pour sa faoilite de production. 
La synthase chimique permet notamment de produire des sequences 
nucleotidiques ou d'acides amines, comportant §ventueilement des substitutions, 

5 d§l6tlons et/ou insertions par rapport S une sequence de reference. 

On peut encore utillser directement dans le proc§de, des cellules entldres 
d'Alcaligenes spp, §ventuellement recombinees de mani^re a sur-exprimer les 
lipases a un niveau satisfalsant. A cet effet, on peut insurer dans le g6nome du 
micro-organisme une ou plusieurs cassettes d'expression contenant la sequence 

10 nuclSotidique exprlmant les lipases de rinvention, sous la dependence d'un ou 
des 6ISment(s) permettant son expression ou la rdgulation de son expression, 
tels que notamment des promoteurs, activateurs et/ou terminateurs de 
transcription. 

A titre d'exemple. on peut notamment utillser la lipase QL d'Alcaligenes sp PL- 
15 266, enregistree sous le num§ro FERM-P N^SIS? (6galement appel6 QLM) 
mentionn^e par exemple dans le brevet JP 58-36953, ou la lipase PL 
d'Alcaligenes sp PL-679. enregistree sous le numdro FERM-P N°3783, mais. 
6galement ATCC 31371 et DSM 1239, mentionn§e par exemple dans le brevet 
JP 60-15312. 

20 La lipase peut §tre immobilisSe sur un support soilde approprid ou non 
immobillsde. Le support solide peut §tre choisi dans le groupe comprenant : le 
DEAE cellulose, le DEAE sepharose, la diatom^, la silice, I'alumine, le 
polypropylene, les particules c^ramiques et/ou. leurs melanges. 
Comme lipases de la classe EC 3.1.1.3 dtAIcarigenes spp, on peut notamment 

25 utillser la Chirazyme™ L-10 commercialisee par la society Roche ou les lipases 
QL (ou QLM), QLC, QLG, PL, PLC et PLG commercial is^es par la soci§t6 Meito- 
Sangyo. Les lipases PLC et PLG correspondent respectivement a la lipase PL 
immobilisee sur diatomSe et sur granules de terres de diatomee. Les lipases QLC 
et QLG correspondent respectivement S la lipase QL immobllisee sur diatomee et 

30 sur granules de terres de diatomee. 
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De nombreux substrats de formule (I) peuvent etre monoacyl^s selon le proc§d6 
de la pr^sente Invention. 

Le groupement R peut §tre une liaison covalente ou une chalne hydrocarbon§e 
comprenant de 1 S 10 atomes de carbone, pr6f6rentiellement de 1 S 5 atomes de 
carbone, satur§e ou Insatur6e, lin§alre ou branchee, allphatlque, cycllque.et/ou 
aromatique, pouvant comprendre eVou former un ou plusieurs cycles, 
6ventuellement aromatique. Cette chaine hydrocarbon6e peut eventuellement 
comprendre un ou plusieurs het§roatomes choisl(s) dans le groupe comprenant 
le carbone, I'azote, le phosphore, I'oxyg^ne, le silicium et le soufre. 
Si R est une liaison covalente. le compos§ de fonnule (I) sera un compose d6riv6 
du (^dopropane. 

Pr^ferentiellement, R est une chaine liydrocarbonee comprenant au moins une 
Insaturation. R peut etre une chaine hydrocarbonde comprenant un ou plusieurs 
cycle(s) aromatique(s) ou non-aromatique(s). 

Par exemple, si le compos§ de formule (I) est le cis-4-cyclopentene-1 ,3-diol, le 
groupement R correspond ^ une chaine hydrocarbonee insatur§e comprenant 2 
atomes de carbone. 

Le groupement R^n est dependant de la valence de I'atome X. Par exemple, si X 
est I'atome de carbone, R^=H et n=2. Si X est I'atome d'oxyg^e ou de soufre, 
R^=H et n=0. De mSme si X est un atome d'azote, R^H et n=1 . 
Pr6f§rentiellement. le compos6 de formule (I) est choisi dans le groupe 
comprenant choisi dans le groupe comprenant les composes de formule (V), (VI) 
et/ou (VII) : 

(V) 

(VI) 
(VII) 
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Le substrat pr§fer^ selon I'invention est le ci8-4-cyclopentene-1,3-cliol. Le 
compos6 de fbrmule (II) obtenu d partir de ce substrat selon le procidS de 
rinventlon est le (1R, 4S)-4-ac§toxy-cyclopent-2-dn-1-ol. 
5 La lipase isoi§e peut §tre employee en solution aqueuse, §ventuellement 
tamponnde, dans des solvants organiques, en solution mono-phasique ou bl- 
phasique. 

Diff^rents types de solvants organiques peuvent §tre utilises selon la prSsente 
invention. Le solvant est par definition capable de dissoudre, au moins 
10 partiellement, le substrat, tel que le compost de formule (I). On pr§f^re 
notamment un solvant organique miscibie d I'eau. Le solvant organique peut dtre 
un compost hydrocarbon^ aiiphatique, (^clique ou aromatique, comprenant 
6ventuellement des fonctions chlor^, azot^, acldes, cdtone, nitrite aldehyde 
et/ou ester. 

15 Le solvant organique est preferentiellement choisi dans le groupe comprenant : 
les c6tones telle que I'ac^tone, la methyl§thylcetone, la cydohexanone, la 
cyclopentanone, et la m6thylisobutylc6tone (MIBK) ; les others tel que le methyle, 
tertiobutyle 6ther (MTBE) et le t§trahydrofurane (THF) ; les nitrites tel que 
racStonitrile ; et les composes aromatiques tel que le toluene. 

20 Prdfdrentiellement, le solvant est compatible avec la lipase de I'invention, c'est d 
dire qu'il ne degrade pas la prot6ine et/ou qu*!! ne diminue pas son activity 
biologique vis i vis du proc^dd de I'invention de plus de 30 %, mesurd par 
exemple par rapport au rendement, I'excds §nantiom6rique en compos6 (II), le 
taux de transformation ou conversion du compose (I) et/ou la selectivity. 

25 Outre le solvant organique, le milieu reactionnel, notamment celui de I'^tape a), 
peut comprendre de I'eau, par exemple de 0,1 et 30 % en polds d'eau par rapport 
au poids du compos§ de formule (I), pr6f§rentiellement de 5 ^ 20 % en poids 
d'eau, notamment de 5 ^ 30 % en polds d'eau. 

On entend par agent d'ac^lation, un compost capable de rdagir avec une 
30 fonction hydroxyle du compos6 (I) de fagon d prot^ger celui-ci par I'interm^diaire 
d'une fonction ester. 
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L'agent d'acylation peut etre notamment un ester, un anhydre ou un carbonate. 
L'agent d'acylation peut §tre un compose de formule (VIII) : 

R^-COO-R^ (VIII) 

dans laquelle : 

5 - R^ est d§flni pr§c6demment ; et 

R^ est un groupe hydrocarbon^ comprenant de 1 ^10 atomes de carbone, 
Sventuellement lineaire, cyclique, aromatique, ramifie, saturS et/ou insatur^ ; et 
comprenant §ventuellement un ou plusieurs h§t6roatomes, tel que I'oxyg^ne, 
I'azote, le soufre, le phosphore ou !e chlore. R^ est de pr^f§rence un groupe 

10 alkyle comprenant de 1 d 6 atomes de carbone, §ventuellement substitu^ par un 
ou plusieurs atomes de fluor, ou un groupe alc§nyle comprenant de 2 d 6 atomes 
de cart)one. 

R^ peut §tre un groupe hydrocarbon^ comprenant de 1 d 10 atomes de carbone ; 
prSfSrentlellement de 1 i 6 atomes de cartx)ne ; §ventuellement llndaire, 
15 cyclique, aromatique et/ou ramifie et comprenant eventuellement un ou plusieurs 
h6t6roatomes, tel que ro)Qrg§ne, I'azote, le soufre, le phosphore ou le chlore. R^ 
peut etre choisi dans le groupe comprenant le mithyie, i'^thyle, le propyle, le 
ph^nyle et I'isopropyle. 

Get agent d'acylation peut etre choisi dans le groupe comprenant : les acetates, 
20 les benzoates et les isobutyrates. 

L'agent d'acylation est prdf§rentiellement choisi dans le groupe comprenant: 
I'acdtate de vinyle, I'ac6tate d'dthyle. I'ac^tate d'isopropyle, I'acState de 2,2,2- 
trifluoroethyle, et I'acState d'isopropSnyle. 

L'agent d'acylation peut egalement etre utilise comme solvent organique. 
25 Selon le proc§d§ de I'invention, la proportion d'agent d'acylation est 

pr§f6rentieHement superieur a 1 mole equivalent par rapport compose de formule 

(I), prdferentiellement compris entre 2 et 6 mole equivalent, plus 

prdfdrentiellement compris entre 1 et 10 moles Equivalent 

Le milieu r§actionnel peut dtre obtenu par melange du compost de fonnule (I), et 
30 Eventuellement l'agent d'acylation au solvent, et ensuite ajout de la lipase de 

I'invention. On peut Egalement obtenir le milieu reactionnel par ajout successifs 



wo 2005/040394 



PCT/FR2004/002665 



12 

des produits suivants : compos§ de formule (I), lipase, solvant et enfin ajout de 
Tagent d'acylation. 

Les concentrations optimales en enzyme peuvent etre d§temiinees pour chaque 
substrat et peuvent varier dans d'assez iarges proportions. Seion le procSdS de 
S rinvention, la proportion de lipase peut etre comprise entre 0,1 d 30 % en poids 
par rapport au poids du compose de formule (I), pref§rentiellement de 0,1 d 20 % 
en poids, particulierement de 0,5 ^ 10 % en poids. 

La reaction de catalyse enzymatique de r6tape a) s'effectue preferentiellement a 
une temperature comprise entre -5 et 40 ^'C, pr6ferentiellement entre 1 et 15 ""C. 

10 Pour chaque substrat, il est possible de determiner d I'avance et/ou de contrdler 
en continu la duree de la reaction enzymatique, en fonction du compost de 
formule (I) utilise. Un homme du metier est parfaitement a meme de determiner 
facilement les conditions de durSe optimales pour un substrat donnd. Ceci peut 
§tre realise en realisant des prSlevements rdguliers du milieu r^actionnel sur 

15 lesquels on lvalue revolution de Texcds enantiom§rlque et le taux de conversion. 
La dur^e de la reaction enzymatique de I'etape a) est generalement comprise 
entre 1 et 24 heures, preferentiellement entre 4 et 16 heures. 
La reaction enzymatique est conduite dans un rSacteur approprie Sventuellement 
muni de moyens d'agitation ou de melanges adaptSs. 

20 La reaction enzymatique peut notamment etre arret^e par tout moyen chimique 
approprie, tel que par ajout d'un solvant, addition de base ou d'acide, de 
detergents, et/ou de sels ; ou moyen physique approprie, comma par exemple 
par congelation, centrifugatlon, chaufFage, et/ou filtration. 

Selon r§tape b), le compost de formule (II) peut etre isole de differentes 
25 mani^res connues de Thomme du metier, tel que par exemple par purification par 
filtration, extraction, distillation, cristallisation, chromatographie sur colonne, et/ou 
centrifugation. On peut notamment proceder en fin de reaction S une filtration, 
suivie d'une ou plusieurs distillations et d'une cristallisation avant filtration. 
La presente invention a egalement pour objet Tutilisation d'un compost de 
30 formule (II) obtenu par un proced§ de fabrication tel que defini precedemment, en 
tant qu'intermediaire, pour la febrication d'un medicament ou d'un produit 
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pharmaceutique, tel que prostaglandines, des prostacyclines et/ou des 
thromboxanes. A partir du compos6 de formula (II) de I'inventlon, II est possible 
de fabrlquer des medicaments et produits pharmaceutiques en utilisant ce 
compose comme intermediaire. AInsI, par exemple, rutilisation du (1R, 4S)-4- 

5 acetoxy-cycIopent-2-6n-1-ol, correspondent S un compose de fonmule (II) est 
utilise pour la synthese de produits pharmaceutiques, comme mentionn6 dans le 
brevet W09526729 et les publications suivantes : J. Stjenschantz et al. Drugs of 
the Future, 1992, 17. 691 ; Noyori et al. Angew. Chem. Int. Ed., 1984, 23, 847 ; 
Kaumen et al. J. Chem. Soc, Chem. Comm., 1986, 1298 ; Kondo et al. Angew. 

10 Chem. Int. Ed.. 1975, 14, 103 ; Tomfiskdzi et al. Tetrahedron Lett., 1976, 4639. 
On donne ci-aprds des exemples de realisation pratique de I'invention. Les 
exempies suivent illustrent {'invention sans toutefbis la limiter. 

Example 1 : 
IS Materiaux utilises : 

Lipase d'Alcaligenes sp. : GLG, QLC ou QL commercialisees par la societe 
Meito-Sangyo ; ou Chirazyme L10™ commerdalisee par la societe Roche (ci- 
apres appeie L10) ; 

Lipase Pancreatine : Pancreatine de pore commercialisee par la societe 
20 Sigma ; 

Substrat diol : cis-4-<^clopentene-1,3-diol commercialise par la societe 
Fluka (compose de formule (I)). 

Dans un reacteur de 100 mL, on Introduit sous agitation 4,21 g (0,042 mol) de 
1 ,3-djhydroxycyclopent-2-ene dans 30 mL d'acetone (23, 7g) a temperature 
25 ambiante (24-25'*C). Apres solubilisation du diol dans i'acetone, on ajoute 18,08g 
d'acetate de vinyle (0,21 mol; 5 equivalents molaires par rapport au diol) puis 
420|jL (10 % en poids par rapport au diol) d'eau demineralisee. La temperature 
du milieu est aiors fixee d 5**C. 

On ajoute 100 % en poids d'enzyme Pancreatine par rapport au diol ou un 
30 pourcentage en poids determine d'enzyme lipase d'Mcaligenes sp par rapport au 
diol. Au bout de 6,5 heures, on effectue un preievement de 0.5 mL de milieu 
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riactionnel que I'on centrifuge. 200 [xL sont prSlevds et dilu§s dans 800 (jL 
d'acdtone avant injection en diromatograptiie en phase gazeuse chirale. 
Le reste du milieu reactionnel est filtrd de manidre d sSparer la lipase ; le g§teau 
est lavd avec env. 3 g d'acetone. Le filtrat auquel on a ajoute environ 8 g de 

5 TMBE (tertiobutyle m6thyle 6ther) est ensulte distill6 sous vide de fagon ^ 
§liminer Tac^tone et I'acetate de vinyle. On ajoute a la fin de cette premiere 
d6volatilisation environ 15 g de TMBE et du charbon actif. On agite et on filtre le 
milieu reactionnel sur du clarsel. Le filtrat est devolatilise. On ajoute ensuite de 
{'heptane pour cristalliser ie produit souhait^ et on diminue la temperature de 28 

10 d 8'C. Le d6but de la cristallisation est obsen/§ vers 16*C. On filtre ensuite le 
compost souhaite qui se presente sous forme de cristaux blancs. Les cristaux 
comprenant le monoac§tate R (compose III) et le monoac6tate. S (compos§ II) 
sont sdch^s sous 50 mbar d temperature ambiante durant 18 heures. 
La chromatographie en phase gazeuse (CPG) est r§alis§e § I'aide d'une colonne 

15 Cyclodex B compos6e dep -cyclodextrine permethyl6e d§posee dans une huile 
silicone constituee a 86% de motifs dim§thylsiloxane et de 14 % de motifs 
m§thyl-cyanopropylsiloxane. La colonne possdde une longueur de 30 m, un 
diam^tre interne de 250 |jm et une dpaisseur de film d'huile silicone de 0,25 |jm. 
Le diol (compose (I)) est eiu§ avec un temps de retention relatif de 1,00, le 

20 monoacdtate R (composd (III)) de 1,10. le monoacdtate S (compost (II)) de 1,13 
et ie diacetate compost (IV)) de 1,38. 

On mesure ensuite le pourcentage surface des pics extraits de la 
chromatographe pour les composes (I), (II). (Ill) et (IV). Les rdsultats sont 
mentionnSs dans le tableau I : 
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Tableau I 





Pan- 
crdatine 


QLG 


QLG 


QLG 


QLG 


QLC 


QL 


L10 


Taux de 
transformation 
ou conversion 
du compost (1) 

(%) 


20 


78.9 


88,6 


. 93,5 


98.5 


98,7 


99 


99 


Exces 
§nantiom§rique 
en compost (il) 
(%) 


67 


80 


74 


87 


94 


94 


97 


97 


oeieciiviie 


iu,o 




o,o 


4 fi 




3 9 


3 3 


3 5 


Rendement en 
compose (II) (%) 


16.5 


61.9 


69,1 


72.5 


76.8 


76,4 


75,5 


76.4 


Temps de 
reaction 
(heures) 


6.5 


6,5 


6,5 


6.5 


6.5 


6.5 


6.5 


6.5 


Quantite 
d'enzyme (en % 

poids par 
rapport au diol) 


100 


3.6 


5,3 


7.0 


10.0 


10.0 


6,0 


5,0 



Le taux de transformation ou conversion du compose (!) (%) est calculi de la 
maniere suivante : (pourcentage surface du compose (I) au temps 0 (debut de la 
5 reaction) - le pourcentage surface du composd (I) en fin de reaction) / 
pourcentage surface du compost (I) au temps 0. 

L' excds §nantiomerique en compose (II) (%) est calculi de la maniere suivante : 
(valeur absolue du (pourcentage surface du compos§ (II) - pourcentage surface 
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de compose (III))) / (pourcentage surface du composd (II) + pourcentage surface 
de compose (III)). 

La selectivity est calculSe de la mani^re suivante : II correspond au (pourcentage 
surface des composes (II) + (III)) / (pourcentage surface du compos6 (IV)). 
5 Le rendement en compost (II) (%) est calculi de la maniere suivante: 
(pourcentage surface du compose (II)) / (pourcentage surface du compose (I) au 
temps 0). 

On observe ainsi que I'utillsation de ia lipase permet d'obtenir une reaction de 
transesterification du diol pour obtenir un compose (II) avec des performances 
10 superieures § celles obtenues avec une enzyme d'origine animate, avec des 
quantites nettement plus faibles. 
Comme il se produit un schema reactlonnel du type : 




(I) (IV) 




la faible quantite de compose (IV) obtenue en fin de reaction en utilisant I'enzyme 
IS pancreatine entralne une mesure de seiectivite importante. 
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REVENDICATIONS 



1 . Procede pour la fabrication d'un compos§ de formule (li) : 



HO, 




R1 (II) 



dans lequel : 

R est une liaison covalente ou une chatne hydrocarbonee comprenant de 1 
d 1 0 atomes de cart)one ; 

R^ est un groupe hydrocarbon^ comprenant de 1 d 1 0 atomes de carbone ; 

R^ correspond d un atome d'hydrogdne ; n est un nombre entier comprls 
entre 0 et 2 ; 

X est un atome c^oisi dans le groupe comprenant le carbone, I'azote, 
I'oxyg^ne, et le soufre ; 
comprenant au moins les stapes suivantes : 
a) on fait r§agir au moins un compose de formule (1) : 



avec un agent d'acylation dans un solvent organique en presence d'une lipase 
de la ciasse EC 3.1.1.3 d'AIcaligenes spp, de fe^on a former le compost de 
formule (II) ; 

b) on isole le compose de formule (II). 

2. Procede selon la revendication 1 , caract§ris§ en ce que la lipase de la ciasse 
EC 3.1.1.3 presentent les caracteristiques suivantes : 

Exc§s §nantiom§rique en compos§ (II) supSrieur ou egai d 50 % ; 

Selectivity en composes (11) et (III) superieure ou §gale S 2 ; 

Rendement en compost (II) superieur ou §ga\ d 40 % ; et 




R 



(I) 
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Taux de transformation ou conversion du compost (I) sup6rieur ou Sgal ^ 
70 %. 

3. Proced6 selon I'une quelconque des revendications 1 a 2, caracteris6 en ce 
5 que la lipase est choisie dans le groupe comprenarrt : la lipase QL 6'Alcaligenes 

sp PL-266, enregistrees sous le numero FERM-P N*3187, et la lipase PL 
d'Alcaligenes sp PL-679, enregistrees sous le numero FERM-P N*3783. 

4. ProcSdS selon I'une quelconque des revendications 1 a 3. caracteris6 en ce 
10 que la lipase est immobilis6e sur un support solide appropriS ou non immobilisSe. 

5. Procdd§ selon la revendication 4, caract^rise en ce que le support solide est 
choisi dans le groupe comprenant : le DEAE cellulose, le DEAE sepharose, la 
diatomee, la silice, I'alumine, le polypropylene et/ou leurs melanges. 

15 

6. Proced§ selon I'une quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
que la lipase est choisie dans le groupe comprenant : les lipases QL, QLC, QLG, 
PL, PLC et PLG. 

20 7. Proc§de selon I'une quelconque des revendications 1^6, caract6ris§ en ce 
que R est une chaTne hydrocarbonde comprenant au moins une insaturation. 
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8. Proc^de selon Tune quelconque des revendications 1^7, caractSrise en ce 
que le compose de fomnule (I) est choisi dans le groupe comprenant les 
composes de fomnule (V), (VI) et/ou (VII) : 




5 9. Procedd selon Tune quelconque des revendications 1 d 8, caractSrisd en ce 
que la proportion de lipase est comprise entre 0,1 d 30 % en poids par rapport au 
poids du compost de formule (I). 

10. Procede selon Tune quelconque des revendications 1^9, caracterise en ce 
10 que le solvant organique est choisi dans le groupe comprenant : les cetones telle 

que Tacetone, la methyl6thylc6tone, la cyclohexanone, la cyclopentanone, et la 
m^thylisobutylcetone (MIBK) ; les ethers tel que le m6thyle tertiobutyle ether 
(MTBE) et le tdtrahydrofurane (THF) ; les nitriles tel que Tacetonitrile ; et les 
composes aromatiques tel que le toluene. 

15 

11. Proced§ selon Tune quelconque des revendications 1^10, caracteris§ en ce 
que le milieu rSactionnel de Tetape a) comprend de I'eau. 



12. Procede selon Tune quelconque des revendications 1 a 11, caract6ris§ en ce 
20 que I'agent d'acylation est un compose de formule (VIII) : 

R^-COO-R^ (VIII) 

dans iaquelle : 
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est defini pr6cedemment ; et 

est un groupe hydrocarbone comprenant de 1 d 10 atomes de carbone. 

* 

13. Procddd selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, caracterise en ce 
S que Tagent d'ac^lation est choisi dans ie groupe comprenant : les acetates, les 

benzoates et les isobutyrates. 

14. Precede selon Tune quelconque des revendications 1 a 13, caracteris6 en ce 
que i'agent d'acylation est choisi dans Ie groupe comprenant : I'acetate de vinyle, 

JIO rac6tate d'ethyle, I'acetate d'isopropyle, i'ac^tate de 2,2,2-trifluoro§thyle, et 
I'acState d'isopropenyle. 

15. Proc^d^ selon Tune quelconque des revendications 1 d 14, caract§ris§ en ce 
que la reaction de T^tape a) s'effectue k une temperature comprise entre -5 et 40 

15 X. 

16. Proc6de selon Tune quelconque des revendications 1^15, caracteris§ en ce. 
que la duree de la reaction enzymatique de Tetape a) est comprise entre 1 et 24 
heures. 

20 

17. Utilisation d'un compose de formule (li) obtenu selon Ie precede selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 16 en tant quMntermSdiaire, pour la 
fabrication d'un medicament ou d'un produit pharmaceutique. 
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